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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
18S rRNA 18S podenota ribosomske RNA (ang. »18S ribosomal RNA«)  
B16F1 celice mišjega melanoma z nižjim metastatskim potencialom (ang. »murine 
melanoma cell lines with lower metastatic potencial«) 
B16F10 celice mišjega melanoma z večjim metastatskim potencialom (ang. »murine 
melanoma cell lines with higher metastatic potencial«) 
bFGF  osnovni fibroblastni rastni faktor (ang. »basic fibroblast growth factor«) 
bp  bazni par (ang. »base pair«) 
CD105 endoglin (ang. »endoglin«) 
CD146  celična adhezijska molekula melanoma (ang. »melanoma cell adhesion 
molecule«) 
cDNA  komplementarna DNA (ang. »complementary DNA«) 
Ct  pražni cikel (ang. »cycle threshold«) 
dapD  gen za diaminopimelično kislino (ang. »diaminopimelic acid gene«)  
DNA  dezoksiribonukleinska kislina (ang. »deoxyribonucleic acid«) 
dsDNA dvoverižna DNA (ang. »double-stranded deoxyribonucleic acid«) 
EGFR  receptor za epidermalni rastni faktor (ang. »epidermal growth factor 
receptor«)   
FBS  fetalni goveji serum (ang. »fetal bovine serum«) 
HGF  hepatocitni rastni faktor (ang. »hepatocyte growth factor«) 
IARC  Mednarodna agencija za raziskave raka (ang. »International Agency for 
Research on Cancer«)  
IL-12  interlevkin 12 (ang. »interleukin 12«) 
MCAM celična adhezijska molekula melonoma (ang. »melanoma cell adhesion 
molecule«) 
miRNA mikro RNA (ang. »microRNA«) 
mRNA informacijska RNA (ang. »messenger RNA«) 
ORT  tehnologija titracije represorja iz operatorja (ang. »operator repressor 
titration«) 
PBS  fosfatni pufer (ang. »phosphate-buffered saline«)  
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction«) 
PDGF   trombocitni rastni faktor (ang. »platelet-derived growth factors«) 
RISC  z ribonukleinsko kislino inducirani utiševalni kompleks (ang. »RNA-induced 
silencing complex) 
RNA  ribonukleinska kislina (ang. »ribonucleic acid«) 
RNAi   RNA interferenca (ang. »RNA interference«) 
siRNA  mala interferenčna RNA (ang. »small interfering RNA«)  
RT-PCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času (ang. real-time polymerase 
chain reaction«) 
shRNA kratka lasnična RNA (ang. short harpain RNA«) 
TGF-β  receptor za transformirajoči faktor beta (ang. »transforming growth 
factor beta«) 
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VEGF  žilni endotelijski rastni faktor (ang. »vascular endothelial growth factor«) 
VEGFR receptor za žilni rastni faktor (ang. »vascular endothelial growth factor 
receptor
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1 UVOD  
Rak v širšem pomenu besede vključuje več kot 277 različnih vrst bolezni (Hassanpour in 
Dehghani, 2017). Na področju zdravljenja je največji izziv še vedno učinkovit in selektiven 
pristop, z manjšimi stranskimi učinki v primerjavi s predhodnimi oblikami zdravljenja 
(Baskar in sod., 2012). 
Antiangiogena terapija spada med žilno ciljane terapije, ker omogoča lokalno ciljanje 
različnih tarč v tumorskem žilju, med katere spadata tudi proteina endoglin in celična 
adhezijska molekula melanoma (Jayson in sod., 2016). 
Endoglin je dodatni receptor za transformirajoči faktor beta (TGF-β). Poznan je kot 
označevalec za angiogenezo in neovaskulizacijo pri raku, saj je njegovo izražanje povečano 
pri aktivni proliferaciji endotelijskih celic (Nassiri in Cusimano, 2011). 
Celična adhezijska molekula melanoma (MCAM) spada v veliko družino imunoglobulinov. 
Celične adhezijske molekule imajo ključno vlogo pri migraciji in gibljivosti celic ter 
procesih kot sta proliferacija in diferenciacija ter pri imunskemu odzivu (Wang in Yan, 
2012). Kot že ime pove, je molekula vpletena tudi v proces karcinogeneze, predvsem pri 
melanomu, kjer so dokazali, da imajo melanomske celice s povišanim izražanjem CD146 
višji metastatski potencial (Haass in sod., 2005). 
Eden izmed načinov utišanja prekomerno izraženih genov je uporaba molekul siRNA (small 
interfering RNA, RNA-interferenca), ki pa so relativno nestabilne. Zaradi dolgotrajnejše 
učinkovitosti je zato bolj smiselna dostava molekule shRNA (kratka lasnična molekula 
RNA) na plazmidih. Po prepisu molekula shRNA deluje na način, kot je značilno za RNAi 
(Moore in sod., 2013). 
Plazmidi so najpogosteje uporabljeni ne-virusni vektorji za prenos genov in molekul shRNA. 
Sestavljeni so iz bakterijskega dela s selekcijski označevalcem - običajno gen za odpornost 
proti antibiotiku, evkariontske ekspresijske kasete z zapisom za terapevtsko molekulo, in 
regulatorne regije - promotorja, ki uravnava transkripcijo (Kamensek in sod., 2016). 
Zaradi vse večjih pomislekov v povezavi s širjenjem genov za odpornost s horizontalnimi 
genskimi prenosi v okoljske in komenzalne bakterije, smo z uporabo tehnologije titracije 
represorja iz operatorja (operator repressor titration – ORT) na plazmidu nadomestili gen za 
odpornost proti antibiotiku. Tako pripravljen plazmid je v skladu z zakonskimi določili in se 
lahko uporablja tudi v kliničnih raziskavah (Kamensek in sod., 2016). 
1.1 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA 
Namen magistrskega dela je bila priprava plazmida brez gena za odpornost proti antibiotiku, 
ki bi ga lahko uporabili v antiangiogeni terapiji raka za utišanje genov Eng (CD105) in Mcam 
(CD146).  
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Delovni hipotezi magistrske naloge sta bili: 
- tehnologija ORT omogoča uspešno pripravo in vzdrževanje plazmidov brez gena za 
odpornost proti antibiotiku; 
- uspešno utišanje dveh genov je možno z uporabo enega samega plazmida z zapisom za 
shRNA proti tema dvema genoma.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 RAK – LASTNOSTI RAKAVIH CELIC, INCIDENCA RAKA IN UMRLJIVOST 
Rak v širšem pomenu besede vključuje več kot 277 različnih vrst bolezni. Ločimo lahko med 
različnimi stopnjami razvoja raka. Za karcinogenezo so značilne številne mutacije genov, ki 
vodijo do nenormalne celične proliferacije, in ostalih značilnosti rakavih celic (Hassanpour 
in Dehghani, 2017). Mutacije so posledica različnih fizikalnih in kemijskih dejavnikov ali 
pa so podedovane (Sudhakar, 2009).  
 
Slika 1: Karcinogeneza (povzeto po Novaković, 2018). 
Karcinogeneza je večstopenjski proces transformacije v maligne celice. Razlikujemo med 
dvema skupinama karcinogenih dejavnikov, genetskimi, ki povzročijo spremembe zapisa na 
DNA, in epigenetskimi, kjer ni neposrednih sprememb v zaporediju nukleotidov, ampak v 
uravnavanju izražanja genov (Novaković, 2018). 
Karcinogenezo lahko razdelimo v tri sklope. V prvi fazi, ki jo imenujemo iniciacija, so 
pomembni onkogeni in tumor supresorski geni. Pogosto se spremeni raven metilacije DNA, 
ki se poveča pri tumor supresorskih genih in zmanjša pri onkogenih (Novaković, 2018).  
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V drugi fazi, imenovani promocija, so poleg mutacij, ki dodatno destabilizirajo genom, kar 
lahko pripelje do nadaljnjih novih mutacij, ključni pospeševalni dejavniki (npr. hormoni, 
mikotoksini, dioksin, fenobarbitoli in drugi), ki sprožijo proces delitve celic brez predhodne 
metabolne aktivacije (Novaković, 2018). 
Po tej fazi je ključno, da pride do izražanja malignega fenotipa, se pravi značilnosti rakavih 
celic, kar imenujemo faza progresije (Novaković, 2018). 
Za rakave celice so značilne naslednje lastnosti (Moses in sod., 2018): 
- samozadostnost za rast in razvoj, 
- neobčutljivost za zaviralce rasti, 
- izogibanje imunskemu sistemu, 
- neomejena zmožnost podvajanja, 
- sprožanje vnetja, 
- sposobnost invazije v druga tkiva in nastanek metastaz, 
- sposobnost tvorjenja novih žil - angiogeneza, 
- genomska nestabilnost in mutacije, 
- izogibanje celični smrti, 
- spremenjen celični metabolizem. 
 
Slika 2: Lastnosti rakavih celic (povzeto po Moses in sod., 2018). 
Pomembno je, da razumemo pomen besede tumor, ki se lahko nanaša na benigno ali maligno 
novotvorbo. Benigna novotvorba je lokalno omejena, medtem ko termin rak opisuje maligne 
novotvorbe, za katere je značilna invazija in metastaziranje (Weinberg, 2013). 
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Mednarodna agencija za raziskave raka (ang. »International Agency for Research on 
Cancer« - IARC) ocenjuje, da je bilo v letu 2018 v svetu 18,1 milijona novih primerov 
rakavih obolenj in posledično 9,6 milijona smrtnih žrtev. Za rakom zboli eden od petih 
moških in ena od šestih žensk, pri čemer eden od osmih moških in ena od enajstih žensk 
umre zaradi bolezni. Kljub temu, da v Evropi živi samo 9 % svetovnega prebivalstva, je 
registriranih kar 23,4 % vseh primerov raka v svetu. Kljub napredovanju in izboljšanju 
metod zdravljenja se kar 20,3 % primerov bolezni končna s smrtjo (IARC, 2018). 
Današnji izziv tako še vedno predstavlja razvoj učinkovitega in selektivnega terapevtskega 
pristopa, ki bo obenem zmanjšal stranske učinke v primerjavi s predhodnimi oblikami 
zdravljenja (Baskar in sod., 2012). 
2.2 ZDRAVLJENJE RAKA – PREGLED TERAPEVTSKIH PRISTOPOV 
Terapevtske pristope za zdravljenje lahko razdelimo na lokalne in sistemske (Bračič in 
Simončič, 2011). 
2.2.1 Lokalno zdravljenje 
Radioterapija v obliki ionizirajočega sevanja se aplicira lokalno. Obsevanje se meri z 
absorbirano dozo, ki pove, koliko energije se absorbira v enoti mase snovi - grej (Gy = J/kg) 
(Bračič in Simončič, 2011). Njen glavni cilj je omejitev delitve rakavih celic (Baskar in sod., 
2012). 
Med lokalne terapevtske pristope zdravljenja, ki so se uporabljali že v času Starega Egipta, 
uvrščamo tudi kirurške posege. Pomembne temelje za kirurgijo v onkologiji in ostalih 
področjih kirurgije je postavil John Hunter (l.1728-1793). V naslednjih obdobjih so bili 
opravljeni številni uspešni kirurški posegi, med katerimi je številne izvedel eden izmed prvih 
kirurgov v onkologiji - Theodore Billroth (Sabel in sod., 2006).  
V prvi polovici 20. stoletja je bila kirurgija pomemben terapevtski pristop, ki se še danes, 
skupaj z radioterapijo, pogosto uporablja za lokalizirane tumorje. V primeru prisotnosti 
metastaz pa se zdravljenje dopolnjuje z dodatno sistemsko terapijo (Bračič in Simončič, 
2011).  
2.2.2 Sistemsko zdravljenje  
Med sistemsko zdravljenje prištevamo hormonsko terapijo, biološko zdravljenje in 
kemoterapijo (Palumbo in sod., 2013). 
Hormonsko terapijo lahko razdelimo v tri večje skupine ciljnega delovanja, in sicer uporaba 
hormonskih analogov, zaviralcev sinteze hormonov in inhibitorjev hormonskih receptorjev 
(Fairchild in sod., 2015). 
Hormonska terapija je pomembna predvsem pri raku dojke in raku prostate. V primeru 
metastaz pa se hormonska terapija uporablja pogosto v kombinaciji s kemoterapijo (Palumbo 
in sod., 2013).  
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Biološko zdravljenje je zdravljenje, pri kateremu so uporabljeni živi organizmi ali snovi, ki 
jih pridobivajo iz le-teh. Med biološko zdravljenje prištevamo terapije z monoklonskimi 
protitelesi, terapije s citokini, cepivi, terapije z onkolitičnimi virusi ter genske terapije (Phan, 
2014). Vključevanje biološkega zdravljenja je posebej pogosto pri kombiniranemu 
zdravljenju bolnikov z invazivnim rakom. Biološke terapije lahko razdelimo v dve skupini, 
in sicer tiste, ki temeljijo na osnovi odziva imunskega sistema telesa (več kot polovica) - 
imunoterapija, in ostale, ki temeljijo na celični signalizaciji – tarčno zdravljenje (Phan, 
2014).  
Pri imunoterapiji je imunski sistem tisti, ki ima pomembno vlogo pri zdravljenju in odloča 
o njegovi uspešnosti. Na splošno velja, da lahko imunski sistem zazna in uniči tuje celice ali 
nenormalne celice, ter tako prepreči nastanek tumorja. Vendar imunski sistem rakavih celic 
ne uniči, saj jih ne prepozna. Naloga bioloških terapij je, da obnovijo ali povečajo aktivnost 
imunskega sistema in tako le-ta napade celice raka (Phan, 2014). 
Naslednja pomembna skupina so biološke terapije, ki temeljijo na celični signalizaciji. 
Celične signalne poti so v tumorskih celicah večinoma prekomerno izražene in tako vodijo 
v nenormalno proliferacijo, preživetje tumorskih celic in tvorbo novega žilja, ki je potrebno 
za nekontrolirano rast in metastaziranje. Pomembne celične signalne poti se začnejo na 
površini celice z receptorji, med katerimi sta ključni družini receptorjev EGFR (receptor za 
epidermalni rastni faktor) in VEGFR (receptor za žilni rastni faktor). Receptorji imajo 
zunajcelični, transmembranski in znotrajcelični del. Tarčna zdravila delujejo na receptor in 
tako preprečijo celično signaliziranje. Tarčna zdravila lahko razdelimo v 4. skupine, glede 
na tarčo, na katero delujejo: 
- inhibitorji angiogeneze, 
- tarčna zdravila, ki delujejo na zunajcelično komponento družine receptorjev EGFR, 
- tarčna zdravila, ki delujejo na tirozin kinazno komponento družine receptorjev EGFR, in 
- tarčna zdravila, ki delujejo na več ravneh in imajo prijemališča na več korakih signalih 
poti (Snoj in Čufer, 2007). 
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Slika 3: Zgradba receptorjev družin EGFR in VEGFR (povzeto po Snoj in Čufer, 2007). 
Monoklonska protitelesa so biološka zdravila, pridobljena s tehnologijo rekombinantne 
DNA. Delujejo na zunajcelični del receptorja, na katerega se vežejo reverzibilno ali 
ireverzibilno in s tem prekinejo znotrajcelične signalne poti, katere lahko vodijo v 
nenormalno rast, proliferacijo, nastanek tumorskega žilja in metastaziranje (Snoj in Čufer, 
2007). 
Male molekule so kemično sintetizirana zdravila, ki inhibirajo znotrajcelično komponento 
receptorja ter tako preprečijo aktivacijo signalne poti (Snoj in Čufer, 2007). 
2.2.2.1.1 Genska terapija  
Genska terapija temelji na popravilu, nadomestitvi ali spremembi uravnave izražanja genov 
za preprečevanje ali zdravljenje bolezni. V ta namen je bilo raziskanih nekaj sto tarčnih 
genov, ki bi lahko bili primerni za uporabo v genski terapiji (Hardee in sod., 2017). 
Prvotno so gensko terapijo uporabljali izključno samo za zdravljenje dednih bolezni, vendar 
se je izkazalo, da se lahko genska terapija uporablja tudi pri drugih boleznih (npr. pri 
genskemu inženiringu T-celic za imunoterapijo raka) (Dunbar in sod., 2018). 
Zdravljenje bolnikov z gensko terapijo se je začelo v začetku 90-ih let prejšnjega stoletja. 
Sprva so sledila številna razočaranja, predvsem zaradi neučinkovitosti in toksičnosti terapije. 
Takrat je bila pomembna predvsem nadgradnja znanja na področju razvoja novih vektorjev 
in boljše razumevanje ciljnih celic ter poznavanje razvoja bolezni. Temu je v začetku leta 
2000 sledila druga generacija zdravljenja z gensko terapijo. Uspeli so dokazati trajno 
genetsko spreminjanje tkiv in v nekaterih primerih tudi klinično uspešnost. Vendar je 
uporabo zaustavil oziroma upočasnil pojav resnih primerov toksičnosti same terapije. 
Posledično je bilo v zadnjih 10-ih letih narejeno veliko raziskav v povezavi z varnostjo, 
izboljšanjem učinkovitosti in uspešnosti genskega prenosa, kar je privedlo do bistvenega 
napredka v kliničnih raziskavah na področju genske terapije (Dunbar in sod., 2018). 
8 
Blažič A. Priprava plazmida za antiangiogeno terapijo raka brez gena za odpornost proti antibiotiku. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
Vektorje, uporabljene pri genski terapiji, lahko razdelimo v dve skupini: virusne in 
nevirusne. Virusni vektorji so zaradi enostavnega vnosa v celice pogosteje uporabljeni. 
Učinkovitost vnosa za nevirusne vektorje (RNA ali DNA) s pomočjo dostavnih veziklov 
(npr. kationski lipidi, kationski polimeri, itd.), z elektroporacijo ali hidrodinamičnim 
injiciranjem je bistveno manjša (Hardee in sod., 2017). 
Hardee in sodelavci (2017) so ugotovili, da so virusni vektorji v kliničnih raziskavah 
uporabljeni v 79 % primerih, nevirusni pa v preostalih 21 %. 
Najpogosteje uporabljeni nevirusni vektorji so plazmidi. V 90-ih letih prejšnjega stoletja so 
prepoznali plazmide kot pomembne nevirusne vektorje za uporabo v genski terapiji. V 
primerjavi z virusnimi in RNA vektorji je plazmide enostavneje pridobiti v večjih količinah, 
lažje jih shranjujemo, tudi dlje časa, kar vpliva na nižjo ceno. Modularna narava plazmidov 
omogoča enostavno manipulacijo in oblikovanje za terapevtsko uporabo (Hardee in sod., 
2017). 
Ena izmed slabosti nevirusnih vektorjev so bakterijska zaporedja, ki lahko vplivajo na 
utišanje genov. Nemetilirani citozin-fosfat-gvanin dinukleotidi, ki so pogostejši v bakterijski 
DNA kot v DNA sesalcev, imajo potencial, da jih prepozna sesalski imunski sistem preko 
TLR-9, kar lahko povzroči ne samo utišanje transgena, ampak tudi imunski odziv (Hardee 
in sod., 2017).  
Zaradi prednosti nevirusnih DNA-vektorjev so sledile številne izboljšave le-teh za povišanje 
varnosti, učinkovitosti izražanja tarčnih genov in uspešnega dostavljanja genov v ciljne 
celice ali tkiva (Hardee in sod., 2017).  
Zaradi načina priprave in izbora rekombinantnih terapevtskih plazmidov je sestavini del tudi 
selekcijski označevalec. Običajno je to zapis za odpornost proti antibiotiku, največkrat 
ampicilinu ali kanamicinu. Zaradi vse večje problematike pojavljanja in širjenja genov za 
odpornost so predpisi regulatornih agencij v povezavi z uporabo teh genov vse strožji. Prav 
tako lahko ostanki antibiotika, ki se uporablja pri produkciji plazmidov, sprožijo imunske 
reakcije pri bolnikih (Hardee in sod., 2017). Zato je bil med ključnimi izzivi pri pripravi 
novih terapevtskih plazmidov, poleg zmanjšane velikosti in posledično boljše učinkovitost 
transfekcije, tudi nov pristop selekcije. Z odstranitvijo gena za odpornost ter bolj učinkovito 
transfekcijo se je povečala tudi klinična uporabnost. Ena izmed prvih metod za tovrstne 
izboljšave je bila tehnologija ORT, ki smo jo uporabili tudi mi v naši raziskavi. 
2.2.2.1.2 Antiangiogena terapija  
Antiangiogena terapija spada med t.i. žilno ciljane terapije, ker omogoča lokalno ciljanje 
različnih tarč v tumorskem žilju. Med pomembne tarče spadata tudi proteina endoglin in 
celična adhezijska molekula melanoma (Jayson in sod., 2016). 
Angiogeneza je proces nastajanja novih oblik krvnih žil iz že obstoječih in je v povezavi z 
rakom potrebna za rast, preživetje celic, metastaziranje in napredovanje bolezni (French in 
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Frazier, 2011). Že v sedemdesetih letih 20. stoletja je dr. Judah Folkman s svojim pionirskim 
delom odkril, da ciljanje tumorskega mikrookolja z uporabo strategij za blokiranje tumorske 
angiogeneze lahko prepreči tvorbo novega žilja ter tako onemogoči širjenje tumorja in 
zmanjša njegovo vitalnost (French in Frazier, 2011). 
Leta 1971 je Folkman skupaj s sodelavci predlagal hipotezo, da tumorji ne morejo preseči 
2-3 mm, razen če tvorijo novo žilje, kar pomeni, da bi lahko z učinkovito terapijo, ki bi 
preprečevala formiranje novega žilja, omejili razvoj tumorja in ga ohranili v mirujočem 
stanju. Angiogeneza je fiziološko uravnan proces in je usklajen s pro-angiogenimi dejavniki 
in anti-angiogenimi dejavniki v skladu s potrebami okoljskih tkiv. Do danes so bili dobro 
opredeljeni številni pro-angiogeni dejavniki, vključno z njihovimi receptorji. Med 
pomembnejše prištevamo žilni endotelijski rastni faktor (VEGF), TRF-β, osnovni 
fibroblastni rastni faktor (bFGF), trombocitni rastni faktor (PDGF), angiopoietin, hepatocitni 
rastni faktor (HGF) in druge (Kong in sod., 2017).  
Družina vaskularnih endotelijskih rastnih faktorjev (VEGF) se je izkazala za enega izmed 
ključnih dejavnikov za nastajanje novega žilja in je zato odlična tarča za zdravljenja v okviru 
antiangiogene terapije (Yang in sod., 2017). 
Bevacizumab (Avastin®), ki je bil odobren za uporabo leta 2004, je bilo prvo monoklonsko 
protitelo, usmerjeno proti VEGF za zdravljenje raka dojke. Danes se uporablja za zdravljenje 
metastatskega kolorektalnega raka (mCRC), metastatskega raka ledvičnih celic (mRCC), 
nedrobnoceličnega pljučnega raka (NSCLC) in glioblastoma. Njegovo učinkovitost pri 
zdravljenju drugih malignomov pa se še preiskuje (Hamming in sod., 2017). 
2.2.2.1.2.1 Zgradba in delovanje endoglina (sinonim CD105) 
Endoglin je dodatni receptor za transformirajoči faktor beta (TGF-β), ki je prepoznan kot 
označevalec za angiogenezo in neovaskulizacijo pri raku, saj je njegovo izražanje povečano 
pri aktivni proliferaciji endotelijskih celic. S tarčnim zdravljenjem bi lahko preprečili dovod 
hranil v rakave celice in odvod »odpada« ter tako inhibirali metastaziranje (Nassiri in 
Cusimano, 2011). 
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Slika 4: Shema zgradbe endoglina (povzeto po García-Pozo in sod., 2008). 
Človeški endoglin je zgrajen iz 633 aminokislin in je velik 180 kDa. Je homodimerni 
inducibilni transmembranski glikoprotein, ki se izraža v hipoksičnem okolju. Sestavljen je 
iz velike zunajcelične domene, hidrofobne transmembranske domene in kratke 
znotrajcelične domene. Izvencelična domena vsebuje tripeptid arginin-glicin-asparagin in 
štiri N-vezana glikozilacijska mesta ter območje O-vezanega glikolizacijskega mesta. 
Znotrajcelična domena vsebuje številne serinske in treoninske ostanke, od katerih so 
nekatera mesta za fosforilacije. Poznamo dve izoobliki endoglina, L in S, ki se razlikujeta v 
dolžini znotrajcelične domene, porazdelitvi v tkivih in stopnji fosforilacije. L-endoglin ima 
47 aminokislin v citoplazemskem repu, zanj je značilna visoka stopnja fosforilacije, izraža 
pa se predvsem v endotelijskih celicah. S-endoglin je sestavljen iz samo 14 aminokislin. 
Prav tako je bila ugotovljena topna oblika endoglina v serumu zdravih in rakavih bolnikov. 
V serumih bolnikov z boleznimi, kot so metastatski melanom in rak dojke s tveganjem za 
razvoj metastaz, so opazili zvišane vrednosti topnega endoglina (Nassiri in Cusimano, 2011). 
Zaradi selektivne učinkovitosti je preprečitev angiogeneze na različnih zaporednih stopnjah 
procesa pomemben terapevtski pristop. Vendar to zahteva zelo dobro poznavanje procesa, 
zaradi izbora pravih časovnih okvirjev aplikacije terapije na ustreznih stopnjah angiogeneze, 
še posebej, če se izvaja skupaj s kemoterapijo ali z radiologijo (Yang in sod., 2017). 
2.2.2.1.2.2 CD146 – celična adhezijska molekula (ang. melanoma cell adhesion molecule 
- MCAM)  
Celično adhezijsko molekulo melanoma (MCAM) uvrščamo v veliko družino 
imunoglobulinov. Gre za integralni membranski glikoprotein, ki je velik 113 kDa. 
Adhezijske molekule na celični površini so vključene v proces celične adhezije preko vezave 
z drugimi celicami, ali z zunajceličnim matriksom. Prav tako ima pomembno vlogo pri 
migraciji celic, celičnem ciklu, signalizaciji ter morfogenezi med razvojem in regeneracijo 
tkiva. Adhezija celic je temeljni proces, potreben za pravilno delovanje večceličnih 
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organizmov. Vse več dokazov potrjuje vlogo celičnih adhezijskih molekul pri različnih 
patoloških stanjih, kot so rak, vnetja, okužbe in avtoimunske bolezni (Wang in Yan, 2012). 
Johnson in njegovi sodelavci so protein odkrili leta 1987 in opazili, da je bil najbolj izražen 
na metastatskih lezijah in pri primarnih tumorjih, ki so napredovali, ter redko zaznan pri 
benignih lezijah. Danes je znano, da ima celična adhezijska molekula pomembno vlogo v 
tumorski angiogenezi (Wang in Yan, 2012).  
2.3 MOLEKULA shRNA – KRATKA LASNIČNA MOLEKULA RNA 
shRNA (ang. short hairpin RNA«) je kratka lasnična dvoverižna molekula RNA (dsRNA), 
ki se lahko vključi v DNA gostiteljske celice. Za shRNA je značilna specifična oblika. 
Komplementarni verigi, dolgi 19-22 bp, povezuje lasnična zanka, velika med 4 in 11 bp 
(Moore in sod., 2013). 
Molekula shRNA deluje po prepisu v jedru podobno kot RNAi. Običajno se vnaša molekule 
shRNA v celice sesalcev s plazmidnim vektorjem, kar omogoča večjo stabilnost in 
posledično dolgoročno utišanje ciljnega gena (Moore in sod., 2013). 
Prvič so mehanizem RNA interference (RNAi) opazili leta 1990 pri petuniji (Moore in sod., 
2013). Gre za mehanizem, ki se je v evoluciji ohranil od kvasovk do človeka (Geley in 
Müller, 2004). Kmalu potem, ko je bil prvič opisan, so tehniko začeli uporabljati za 
ugotavljanje funkcije posameznih genov. 
Značilen terapevtski plazmid z shRNA ima zapis za odpornost proti antibiotiku, mesto 
začetka podvojevanja in poliklonsko mesto, plazmidu evkariontsko ekspresijsko kaseto z 
zapisom za terapevtsko molekulo ter regulatorno regijo (Kamensek in sod., 2016). 
2.3.1 Mehanizem delovanja shRNA 
Začetna faza delovanja mehanizma shRNA vključuje sintezo siRNA iz shRNA. Molekula 
siRNA nastane iz odsekov dvoverižne molekule RNA s pomočjo encima Dicer iz družine 
endonukleaz tipa III. Prisotnost tega encima so potrdili pri kvasovkah, rastlinah, vinski 
mušici, miših in ljudeh, kar kaže na uporabo enakih osnovnih mehanizmov delovanja RNAi 
pri različnih organizmih (Geley in Müller, 2004). Strukturne značilnosti siRNA, ki je dolga 
med 21-25 nukleotidov, so ključne za razgradnjo mRNA in posledično utišanje tarčnih 
genov (Rutz in Scheffold, 2004). 
Začetni fazi, to je fazi iniciacije, sledi faza izvršitve, v katero vstopi molekula siRNA in se 
vključi v velik ribonukleoproteinski kompleks (RISC) – RNA inducibilni kompleks za 
utišanje. Slednji se aktivira s pomočjo od ATP odvisnega odvijanja dvoverižne siRNA 
(Geley in Müller, 2004). Ena od verig dvoverižne siRNA se zadrži na kompleksu (vodnik 
siRNA) ter prepozna tarčno komplementarno mRNA (Rutz in Scheffold, 2004). Sledi korak 
razcepitve mRNA, ki se nadalje razgradi z drugimi endogenimi nukleazami (Moore in sod., 
2013). 
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Slika 5: Mehanizem delovanja shRNA (povzeto po Rutz in Scheffold, 2004) 
2.3.2 Tehnologija uporabe shRNA 
Zaradi kompleksnosti rakavih obolenj postaja zmeraj bolj jasno, da je za uspešno zdravljenje 
potrebno kombinirati tako sistemsko kot tarčno zdravljenje. Genska terapija nam omogoča 
dostavo genov, regulatornih regij in mutiranih genov v obliki plazmidne DNA (pDNA), 
majhne interferenčne RNA (siRNA), kratke lasnične RNA (shRNA) ali mikro RNA 
(miRNA). S temi postopki lahko med drugim spremenimo izražanje katerega koli gena, ki 
nas zanima in tako na primer utišamo ključne gene, ki so pomembno vpleteni v razvoj in 
napredovanje bolezni (Teo in sod., 2016). 
Sčasoma se je razvilo več metod RNAi, pri čemer je najpreprostejši pristop tisti, ki vključuje 
vnos kemično sintetiziranih kratkih interferenčnih RNA-oligonukleotidov (siRNA) 
neposredno v citosol. Postopek je omejen na tiste celice, ki so sposobne transfekcije. Ena 
izmed uporabnih in dlje obstojnih oblik je oblika kratke lasnične RNA (shRNA), ki se 
sintetizira v celici, na podlagi genskega zapisa na vektorju. Tako kot siRNA se lahko shRNA 
s transfekcijo vnese v celico na plazmidnem vektorju (Moore in sod., 2013).  
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Kljub temu, da so raziskovalci z uporabo mehanizma RNAi v in vitro predkliničnih študijah 
na živalskih modelih uspeli potrditi številne ugodne učinke, ostajajo rezultati na ravni 
kliničnih raziskav še vedno nedorečeni (Pai in sod., 2005). 
2.4 OPERATOR SUPRESORSKA TITRACIJA (ORT)  
Tehnologija ORT – operator supresorska titracija je metoda, s katero lahko nadomestimo 
gen za odpornost proti antibiotiku, kar zagotavlja, da so plazmidi v skladu z zakonskimi 
določili in uporabni tudi v kliničnih raziskavah. Standardi regulatornih agencij (Evropska 
agencija za zdravila – ang. The European Medicines Agency, EMA; Zvezna agencija za 
hrano in zdravila – ang. Food and Drug Administration, FDA; Svetovna zdravstvena 
organizacija – ang. World Health Organization, WHO) so namreč, zaradi težav s povečanjem 
števila proti antibiotikom odpornih bakterij po vsem svetu, zmeraj strožji. Čeprav je bilo za 
posamezne plazmide z zapisom za odpornost proti aminoglikozidom (npr. kanamicin), 
odobreno, da se lahko uporabljajo v fazah kliničnih raziskav, EMA priporoča izogibanje 
uporabi plazmidov z geni za odpornost v kliničnih raziskavah pri ljudeh. Verjetno bodo 
plazmidi brez gena za odpornost, kmalu postali obvezni za uporabo v kliničnih raziskavah 
na področju genske terapije v Evropi in Združenih državah Amerike (Kamensek in sod., 
2016). 
Ključna prednost tehnologije ORT je, da noben selekcijski označevalec ni izražen ali 
prepisan. Dejansko je v končnih plazmidih celotna kaseta za odpornost proti antibiotikom 
nadomeščena s kratkim, neizraženim zaporedjem operatorja. ORT-tehnologija je bila že 
uspešno uporabljena za pripravo plazmidov, uporabljenih v kliničnih študijah, npr. plazmid 
AMEP (Spanggaard in sod., 2013).  
Operator supresorska titracija temelji na uporabi specifičnega seva bakterije Escherichia 
coli. Sev je prirejen tako, da je izražanje gena dapD, čigar produkt je potreben za sintezo 
diaminopimelične kisline (dapD), uravnano z regulatorno regijo (promotor/operator) Lac-
operona. V kolikor je na operator vezan represorski protein Lacl, se gen dapD ne prepiše in 
bakterije ne rastejo. Izražanje gena dapD, ki je nujno potreben za rast celic, omogočimo z 
dodatkom IPTG, ki se poveže z represorjem, ali s prisotnostjo plazmida pORT, na katerem 
je prav tako zaporedje Lac – operatorja (lacO), na katerega se veže represor in s tem titrira 
represor iz genomskega LacO (Cranenburgh, 2013).  
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Slika 6: Vezava represorja na operator onemogoči izražanje gena kar vodi v celično smrt (povzeto po 
Cranenburgh, 2013) 
 
 
Slika 7: Titracija represorja omogoči izražanje esencialnega gena dapD (povzeto po Cranenburgh, 2013) 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA DELA  
 
Slika 8: Shematski prikaz poteka dela. 
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3.2 MATERIAL  
3.2.1 Sterilizacija materialov in gojišč 
Materiale uporabljene pri sterilnem delu in vsa uporabljena gojišča za bakterije smo 
sterilizirali v avtoklavu z vlažno toploto pri 121 °C in tlaku 1,3 bara 20 minut. 
3.2.2 Komercialno dostopni kompleti, uporabljeni pri delu s bakterijami 
Preglednica 1: Komercialno dostopni kompleti, uporabljeni pri delu s bakterijami in njihovi proizvajalci. 
Komercialni komplet Uporaba Proizvajalec 
GenEluteTM  Plasmid Miniprep Kit Izolacija plazmidne DNA Sigma - Aldrich 
GenElute™ Plasmid Megaprep 
Kit 
Izolacija plazmidne DNA v večjih 
koncentracijah 
Thermo Scientific 
GeneJETTM Gel Extraction Kit Čiščenje izrezanih fragmentov iz 
agaroznega gela 
Thermo Scientific 
Quick LigationTM Kit Priprava ligacijske mešanice New England BioLabs 
TransformAidBacterial 
Transformation Kit 
Priprava kompetentnih celic za 
vnos plazmidne DNA 
Thermo Scientific 
 
3.2.3 Reagenti, laboratorijska oprema in materiali, uporabljeni pri delu s 
bakterijami 
Preglednica 2: Laboratorijska oprema in materiali uporabljeni pri delu s bakterijami. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Analitska tehnica  Denver Instrument Company 
Avtoklav Getinge ge 6610 
Avtomatske pipete Corning, Rainin 
Centrifuga Sigma 1-15 Sigma 
Centrifuga Sigma GK15 Sigma  
DNA Gel Loading Dye 6x New England BioLabs 
Falkonke (do 15 mL) VWR 
Falkonke (do 50 mL) Corning 
Filtrirana dH2O Priprava na Oddelku za eksperimentalno onkologijo 
Hladilnik za shranjevanje  Sanyo 
Inkubator Binder  
Ledomat FBOC Icematic 
Mikrovalovna pečica Samsung 
Pufer za restrikcijo CutSmart (10x) New England BioLabs 
Stresalnik GFL 
Vakum  Vacutech 
Zamrzovalnik za shranjevanje (-20 °C) Sanyo 
Zamrzovalnik za shranjevanje (-80 °C) Sanyo 
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Preglednica 3: Antibiotiki uporabljeni za gojenje bakterij. 
Antibiotiki Proizvajalec 
Ampicilin Norman 
Kanamicin Sigma 
Kloramfenikol Sigma 
 
Preglednica 4: Encimi uporabljeni za restrikcijo in ligacijo pri pripravi plazmida . 
Encim  Proizvajalec 
KpnI New England BioLabs 
PmlI New England BioLabs 
PstI New England BioLabs 
XhoI  
Quick Ligase 
New England BioLabs  
New England BioLabs 
 
Preglednica 5: Priprava 0,8 % agaroznega gela. 
Sestavine Proizvajalci  
0,32 g agaroze Sigma 
40 mL dsH2O B. Braun 
5 μL barvila SYBR®Safe Thermo Scientific  
 
3.2.4 Priprava gojišč za gojenje bakterij 
Za gojenje bakterij smo uporabljali trdno in tekoče gojišče LB. Trdno gojišče LB smo 
pripravili tako, da smo na 1 L dsH2O dodali 25 g mešanice LB Broth. Ko se je raztopila, smo 
na 1 L volumna dsH2O dodali še 15 g agarja.  
Tekoče gojišče LB pripravimo po enakem postopku, vendar ne dodamo agarja.  
Preglednica 6: Materiali uporabljeni za tekočega gojišča LB za gojenje bakterij. 
Materiali  Proizvajalec 
Granule agarja Sigma 
dsH2O B. Braun 
LB Broth (Lennox)  Sigma 
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3.2.5 Bakterijski sevi 
Preglednica 7: Bakterijski sevi. 
Bakterijski sev Genotip  Vir 
DH1ORT Zaupno  
DH1PEPA Zaupno  
JM109 endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 
(rk–, mk+), relA1, supE44, Δ( lac-
proAB), 
[F´ traD36, proAB, laqIqZΔM15] 
Promega Corporation 
 
3.2.6 Plazmidi  
3.2.6.1 Plazmid CS-GS229T-nU6-01 
 
Slika 9: Plazmid CS-GS229T-nU6-01 (3064), označen z restrikcijskima mestoma PstI (1910) in PmlI (2638). 
Plazmid CS-GS229T-nU6-01 je 3064 bp velik plazmid. Njegovo sintezo smo naročili pri 
podjetju GeneCopoeia. Pripravili smo ga tako, da vključuje zaporedje 
U6antiCD105antiCD146 obdano z ustreznimi restrikcijskimi mesti ter genski zapis za 
odpornost proti ampicilinu. Na sliki plazmida sta označeni mesti restrikcije z encimoma PstI 
in PmlI. 
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3.2.6.2 Plazmid pCRBlunt-psiCAT 
 
Slika 10: Plazmid pCRBlunt-psiCAT (5204 bp), označen z restrikcijskima mestoma PstI (16) in PmlI (2279). 
Plazmid pCRBlunt-psiCAT je velik 5204 bp. Dobili smo ga pri podjetju Cobra Biologics. 
Njegovo zaporedje je zaupno. Plazmid ima zapis za odpornost proti kanamicinu in 
kloramfenikolu, ki je na obeh koncih povezan z rekombinantnimi mesti psi, ki sta potrebni 
za Xer-mehanizem rekombinacije. Za vzdrževanje plazmida v bakterijskem sevu E. coli 
DH1-ORT je ključen zapis za operator lacO, ki titrira represor iz kromosomskega operatorja 
gena, ki je nujno potreben za preživetje celic. 
3.2.6.3 Plazmid pU6-antiCD105-146-Xmark 
 
Slika 11: Plazmid pU6-antiCD105-146-Xmark (3669 bp). 
Plazmid pU6-antiCD105-146-Xmark je 3669 bp velik plazmid, z zapisom za odpornost proti 
kloramfenikolu. Vstavljeno je zaporedje z zapisom za dve molekuli shRNA, od katerih je 
vsaka uravnana z lastnim promotorjem U6. Prav tako ima zapis za operator lacO, ki je 
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ključen za vzdrževanje plazmida v bakterijskem sevu E. coli DH1-ORT (opisano pri pU6-
antiCD105-146-Xmark). 
3.2.6.4 Plazmid pU6-antiCD105-146-ORT 
  
Slika 12: Plazmid pU6-antiCD105-146-ORT (2363 bp) je v osnovi plazmid pU6-antiCD105-146-Xmark, brez 
zapisa za odpornost proti kloramfenikolu.  
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3.2.7 Reagenti, laboratorijska oprema in materiali, uporabljeni pri delu s celicami 
Preglednica 8: Reagenti, laboratorijska oprema in materiali, uporabljeni pri delu s celicami. 
Laboratorijska oprema, reagenti in materiali Proizvajalec 
Avtoklav Getinge ge 6610 
Avtomatske pipete Corning, Eppendorf 
Barvilo kristal-vijolično Sigma - Aldrich 
Centrifuga Heraeus Fresco 21  Thermo Scientific 
Centrifuga Heraeus Multifuge 1S-R  Thermo Scientific 
Elektroporacijski pufer - 25 mmol/l saharoza, 10 
nmol/l K2HPO4, 2,5 mmol/l KH2PO4, 2 mmol/l 
MgCl2 * 6 H20 
Sigma - Aldrich 
Centrifugirke (falkonke; do 15 mL) VWR 
Centrifugirke (falkonke; do 50 mL) Corning 
Hladilnik za shranjevanje  Angelantoni Industrie 
Inkubator HERA Cell 240 Thermo Scientific 
Ledomat FBOC Icemat 
Naprava za verižno reakcijo s polimerazo PCR – 
PCR Quant Studio3 
Thermo Scientific 
Nuclease-Free H2O Thermo Scientific 
Porator Narejen doma (GHT) 
TaqMan Gene Expression Assay CD105/CD146,18s 
RNA 
Thermo Scientific 
TaqMan Gene Expression Master Mix  Thermo Scientific 
 
3.2.8 Gojišče uporabljeno za gojenje celic linije mišjega melanoma – B16F10 
Uporabljene celice linije mišjega melanoma – B16F10 smo gojili v gojišču Advanced 
Dulbecco Modified Eagle Medium (ADMEM) pri 37 °C in atmosferi s 5 % CO2 v 
inkubatorju. V gojišče smo dodali 10mM glutamina, 5 % fetalnega govejega seruma (FBS) 
in antibiotik gentamicin v koncentraciji 100 µg/mL. Za spiranje celic smo uporabili 1× 
fosfatni pufer (PBS), za ločevanje celic od podlage pa 0,025 % raztopino tripsina z dodatkom 
0,75 mM EDTA. Za vse poskuse smo uporabili celice v eksponentni fazi rasti. 
Preglednica 9: Gojišče uporabljeno za gojenje celic linije mišjega melanoma – B16F10. 
Materiali  Proizvajalec 
Advanced Dulbecco Modified Eagle Medium 
(ADMEM) 
Thermo Scientific 
Antibiotik gentamicin Thermo Scientific 
EDTA Thermo Scientific 
Fetalni goveji serum (FBS) Thermo Scientific 
Glutamin  Thermo Scientific 
1x fosfatni pufer PBS Thermo Scientific 
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3.3 METODE  
3.3.1 Priprava plazmida pU6-antiCD105-146-Xmark z uporabo metod 
molekulskega kloniranja  
3.3.1.1 Načrt kloniranja 
  
Slika 13: Načrt priprave plazmida z zapisom za dve molekuli shRNA in z genom za odpornost. 
Izhajali smo iz dveh izhodiščnih plazmidov, in sicer CS-GS229T-nU6-01 in pCRBlunt-
psiCAT. Po uspešni restrikciji z restrikcijskima encimoma PstI in PmlI, smo nadaljevali z 
izrezovanjem na sliki označenih fragmentov (vektor - V in insert - I) iz gela, in zaključili z 
uspešno ligacijo izoliranega vektorja in inserta.  
3.3.1.2 Priprava izhodiščnih plazmidov 
3.3.1.2.1 Transformacija plazmida CS-GS229T-nU6-01 v kompetentne celice seva JM109 
V podjetju GeneCopoeia smo naročili zaporedje z zapisom za dve molekuli shRNA. Vsaka 
je pod uravnavo svojega promotorja U6. Zaporedje je bilo vstavljeno v plazmidni vektor z 
zapisom za odpornost proti ampicilinu, kar nam je omogočalo vnos plazmida v kompetentne 
celice in možnost ohranjanja zaporedja, če nam kloniranje ne bi uspelo v prvem poskusu. 
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Slika 14: Odsek zaporedja DNA (U6antiCD105antiCD146), z zapisom za 2 molekuli shRNA. 
Za vnos plazmida CS-GS229T-nU6-01 (3064 bp) smo uporabili kompetentne bakterijske 
celice seva JM109 bakterije E. coli, ki smo jih pripravili s komercialnim kompletom 
»TransformAid Bacterial Transformation Kit«. Za selekcijo transformant s plazmidom CS-
GS229T-nU6-01 smo transformacijsko mešanico razmazali na plošče z gojiščem LB Broth 
z dodanim ampicilinom v koncentraciji 100 μg/mL Po prekonočni inkubaciji pri 37 °C smo 
preverili prisotnost transformant. 
Posamezne transformante smo iz selekcijske plošče prenesli v 5 mL tekočega gojišča LB z 
dodanim ampicilinom (Amp) in jih inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo s 
komercialnim kompletom »GenElute™ Plasmid Miniprep Kit« po navodilih proizvajalca iz 
transformant izolirali plazmidno DNA ter preverili prisotnost plazmida z restrikcijo analizo 
nastalih fragmentov po agarozni gelski elektroforezi. 
Trajno bakterijsko kulturo smo pripravili v zaščitni komori z laminarnim pretokom 
sterilnega zraka. V stiroporni škatli smo pred začetkom dela dodali tekoči dušik do višine 2-
3 cm. Nato smo pripravili mešanico ustrezne suspenzijo bakterijske kulture (2 mL) in 85 % 
glicerola (1 mL), in premešali s pipetiranjem. V posamezno kriovialo smo prenesli ustrezen 
volumen pripravljene suspenzije in jo takoj postavili v tekoči dušik. Pripravljene trajne 
kulture smo shranili pri -80 °C. 
Trajno bakterijsko kulturo seva E. coli DH1-PEPA s plazmidno DNA pCRBlunt-psiCAT 
smo nacepili do posamezne bakterijske kolonije na ploščo gojišča LB z dodanim 
kanamicinom (Kan) v koncentraciji 50 μg/mL. Naslednji dan smo bakterijsko kolonijo iz te 
plošče nacepili v 5 mL tekočega gojišča LB z dodanim kanamicinom. S komercialnim 
kompletom »GenElute™ Plasmid Miniprep Kit« smo po navodilih proizvajalca iz 
prekonočne kulture izolirali plazmidno DNA pCRBlunt-psiCAT. Izolirano plazmidno DNA 
smo shranili pri 4 °C. 
3.3.1.2.2 Ugotavljanje koncentracije plazmidne DNA 
S pomočjo UV spektrofotometra smo izmerili absorbanco vzorca plazmidne DNA pri 260 
nm in 280 nm. Koncentracijo DNA vzorca smo določili iz absorbance pri 260 nm 
(koncentracija nukleinskih kislin), medtem ko smo na podlagi razmerja med absorbancama 
pri A260 in A280 določili čistost vzorca (onesnaženost s proteini). V komercialnem 
kompletu »GenElute™ Plasmid Miniprep Kit« je navedeno, da je čistost vzorcev ustrezna, 
ko je vrednost razmerja A260/A280 med 1,7 in 1,9. 
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3.3.1.2.3 Restrikcija in agarozna gelska elektroforeza 
Za restrikcijsko analizo smo naredili načrt rezanja dvoverižne molekule DNA na specifičnih 
mestih. Plazmidni DNA CS-GS229T-nU6-01 in pCRBlunt-psiCAT smo rezali z 
endonukleazama PstI in PmlI, s čimer smo preprečili samo-ligacijo (dobimo 
nekomplementarne lepljive konce) in omogočili ligacijo inserta v vektor v pravilni 
orientaciji (directional cloning).  
Preglednica 10: Restrikcijska zmes za rezanje plazmidne DNA pCRBlunt-psiCAT. 
Sestavina Koncentracija Volumen[μL] 
Plazmidna DNA 96,31 ng/μL 24 
Restrikcijska endonukleaza  
(PstI) 
0,096 encimskih enot 2 
Restrikcijska endonukleaza  
(PmlI) 
0,096 encimskih enot 1 
10 x pufer za restrikcijo CutSmart / 3 
dH2O / / 
 
Preglednica 11: Restrikcijska zmes za rezanje plazmidne DNA CS-GS229T-nU6-01. 
Sestavina Koncentracija Volumen[μL] 
Plazmidna DNA 79,45 ng/μL 24 
Restrikcijska endonukleaza  
(PstI) 
0,080 encimskih enot 2 
Restrikcijska endonukleaza  
(PmlI) 
0,080 encimskih enot 1 
10 x pufer za restrikcijo CutSmart / 3 
dH2O / / 
 
Pripravljeno restrikcijsko zmes smo inkubirali 15 minut pri 37 °C. Po končani inkubaciji 
smo zmesi dodali ustrezno količino nanašalnega pufra (DNA Gel Loading Dye 6x) in 
nadaljevali z ločevanjem nastalih fragmentov DNA z agarozno gelsko elektroforezo. 
Pripravili smo 0,8 % agarozni gel v pufru 1x TAE in mu dodali barvilo SYBR®Safe ter vse 
skupaj zlili v kadičko za elektroforezo. Kot velikostni standard smo uporabil lestvico 
GeneRulerTM DNA Ladder Mix. Elektroforeza je potekala v pufru 1x TAE od 30 minut do 
1 ure, pri konstantni napetosti 100 V. 
3.3.1.2.4 Izolacija in čiščenje DNA iz agaroznega gela 
Po ločevanju z agarozno gelsko elektroforezo smo fragmente, ki so ustrezali velikosti 
vektorja in inserta, izrezali iz gela. Za čiščenje izrezanih fragmentov smo uporabili 
komercialni komplet »GeneJETTM Gel Extraction Kit« 
3.3.1.2.5 Ligacija 
Ligacijsko mešanico smo pripravili po navodilih proizvajalca, ki so priložena 
komercialnemu kompletu »Quick LigationTM Kit«. Volumen dodanega inserta in vektorja 
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smo izračunali na podlagi velikosti in količine vektorja, ki nam ga je uspelo izolirati, s 
pomočjo spletnega kalkulatorja, ki je naveden v komercialnem kompletu. Razmerje vektorja 
in inserta v ligacijski mešanici je bilo 3:1. 
Preglednica 12: Sestava ligacijske mešanice 
Sestavina Volumen[μL] 
Pufer (2x) 2 
Vektor (V) 6 
Insert (I) 3 
Ligaza 1 
dH2O / 
 
3.3.1.3 Transformacija ligacijske mešanice v kompetentne celice seva DH1-PEPA 
bakterije Escherichia coli 
Ligacijsko mešanico smo transformirali v kompetentne celice seva DH1PEPA bakterije 
Escherichia coli. Pri pripravi kompetentnih celic seva DH1-PEPA smo sledili navodilom 
proizvajalca, ki so priložena komercialnemu kompletu »TransformAid Bacterial 
Transformation Kit« 
Ker ima plazmid pU6-antiCD105-146-Xmark zapis za odpornost proti kloramfenikolu 
(Cm), smo gojišču LB za selekcijo transformant dodali antibiotik kloramfenikol (Cm) v 
koncentraciji 25 μg/mL. V kolikor smo po prekonočni inkubaciji na ploščah zasledili 
kolonije, smo sklepali, da je bila ligacija in sledeča transformacija v sev DH1PEPA uspešna. 
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3.3.2 Priprava plazmida brez selekcijskega označevalca (Tehnologija X-markTM 
iORT®) 
 
Slika 15: Priprava plazmida pU6-antiCD105-146-ORT brez gena za odpornost. 
3.3.2.1 Preverjanje uspešnosti ligacije in transformacije plazmida pU6-antiCD105-146-
Xmark v kompetentne celice seva E. coli DH1PEPA 
Uspešnost ligacije in transformacije opisane v prejšnjem odstavku smo preverili s ponovno 
izolacijo plazmidne DNA, restrikcijo in agarozno gelsko elektroforezo. Zraslo transformanto 
smo nacepili v 5 mL tekočega gojišča LB in inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan 
smo s komercialnim kompletom »GenElute™ Plasmid Miniprep Kit« iz celic seva 
Escherichia coli DH1PEPA izolirali plazmidno DNA. 
Po restrikciji smo z agarozno gelsko elektroforezo (po prej omenjenem postopku) potrdili 
produkte restrikcije plazmida pU6-antiCD105-146-Xmark. 
Plazmid, pri katerem smo potrdili pravi restrikcijski profil smo s komercialnim kompletom 
»TransformAid Bacterial Transformation Kit« vnesli v sev Escherichia coli DH1ORT za 
pridobitev plazmida brez antibiotične rezistence. Podrobnosti postopka priprave plazmida 
brez gena za odpornost, ki smo ga uporabili v nadaljevanju, so zaupne, zaradi intelektualne 
lastnine proizvajalca. 
Po navodilih proizvajalca komercialnega kompleta »GenElute™ Plasmid Miniprep Kit« 
smo izolirali plazmidno DNA in z restrikcijo potrdili uspešno pripravo plazmida brez 
selekcijskega označevalca (brez gena za Cm). 
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Za pridobitev večjih količin plazmidne DNA, ki so potrebne za vnos v celične linije mišjega 
melanoma – B16F10 z genskim elektroprenosom, smo izolirali plazmidno DNA s 
kompletom »GenElute™ Plasmid Megaprep Kit« po navodilih proizvajalca. 
Pripravili smo trajno kulturo in jo shranili na -80 °C. 
3.3.3 Elektroporacija 
Elektroporacija je fizikalna metoda, pri kateri se zaradi električnega polja spremeni 
permeabilnost membrane, odvisna pa je predvsem od amplitude in trajanja električnega polja 
ter prav tako od števila pulzov in ponovitev (Čemažar in sod., 2017). 
Kulturi celic B16F10 smo odstranili gojišče in dodali tripsin, da so celice odstopile od 
podlage v petrijevki. Tripsin smo inaktivirali tako, da smo dodali ustrezno količino gojišča. 
Sledilo je 5-minutno centrifugiranje pri 1500 vrt./min in sobni temperaturi. Supernatant smo 
nato odstranili in celice resuspendirali v 5 mL hladnega elektroporacijskega pufra. Ponovno 
smo centrifugirali pri enakih pogojih ter nato odstranili supernatant in dodali 150 μL 
hladnega elektroporacijskega pufra. Celice smo prešteli s pomočjo hemocitometra in 
izračunali, koliko celic potrebujemo, da bo imeli končno koncentracijo 1x106 celic/40 μL. 
Koncentracija plazmidne DNA, ki smo jo uporabili je bila 1 μg/ μL. Z elektroporacijo smo 
vnesli 50 μL mešanice celic (40 μL) in plazmidne DNA (10 μL). V kontrolni skupini smo 
namesto 10 μL plazmidne DNA dodali 10 μL H2O. 
Pripravili smo 4 različne skupine: 
1. kontrola (celice in voda): 1x106 celic; 
2. elektroporacija kontrolne mešanice: 2x106 celic; 
3. ugotavljanje vpliva samega plazmida (celice in plazmid): 1x106 celic; 
4. vnos plazmida z elektroporacijo (celice, plazmid in elektroporacija): 7x106 celic. 
 
V prvi kontrolni skupini smo celicam namesto plazmida dodali vodo. V tem primeru celice 
niso bile izpostavljene elektroporaciji. Želeli smo preveriti vpliv elektroporacije na 
preživetje celic, in zato pripravili drugo skupino, kjer smo celice, ki jim je bila dodana voda, 
izpostavili elektroporaciji. V tretji skupini smo celicam dodali plazmid, vendar celic nismo 
izpostavili elektroporaciji. S tem smo preverili vpliv prisotnosti plazmida na preživetje celic. 
V četrti skupini smo združili celice s predhodno pripravljenim plazmidom, ter jih izpostavili 
elektroporaciji.  
 
Nastavitve za elektroporacijo: 
- Ti (trajanje impulza): 5 ms (5000 μs); 
- Ni (število pulzov): 8; 
- Di (pavza): 1 Hz (1 pulz/s); 
- Voltaža: 600 V/cm (razmak med elektrodami 0,2 cm)= 120 V. 
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Po 5 minutah smo celicam dodali 1 mL gojišča in pripravili redčitve posameznih skupin 
celic za test klonogenosti . Ostale celice smo nasadili in inkubirali pri 37 °C in atmosferi s 5 
% CO2 z dodanim gojiščem. Po 48 urah smo nato nadaljevali z izolacijo RNA.  
3.3.4 Klonogenost  
Test klonogenosti je in vitro test preživetja celic. Temelji na reproduktivni sposobnosti celic, 
torej na sposobnosti celic, da tvorijo kolonije. Kolonija vsebuje najmanj 50 celic, s tem 
izločimo manjše kolonije, ki so nastale z omejeno reprodukcijsko sposobnostjo. Test 
klonogenosti je izbirna metoda za ugotavljanje celične reproduktivne smrti po zdravljenju z 
ionizirajočim sevanjem, lahko pa jo uporabimo tudi za določanje učinkovitosti drugih 
citotoksičnih sredstev ali terapije (Franken in sod., 2006).  
Iz celic, ki smo jih predhodno tretirali, smo v 50 mL falkonkah-centrifugirkah pripravili 14 
mL celične suspenzije v gojišču ADMEM. 14 mL celične suspenzije mora vsebovati od 200 
– 800 celic na ponovitev; odvisno od posamezne skupine. Število celic je odvisno od celične 
linije in citotoksičnosti snovi in se določi eksperimentalno.  
Število celic, ki smo jih uporabili pri posamezni skupini: 
1. kontrola (celice in voda): 200 celic; 
2. elektroporacija kontrole: 500 celic; 
3. vpliv plazmida (celice in plazmid): 200 celic; 
4. vnos plazmida z elektroporacijo (celice, plazmid in poracija): 1000 celic 
 
Primer izračuna klonogenosti za 200 celic pri 1. skupina – kontrola. 
V 1 mL gojišča, ki smo ga dodali, imamo 1x106 celic. Za 3 paralelne poskuse ugotavljanja 
klonogenosti nasadimo 200 celic * 3,5 (imamo upoštevan še pribitek), kar je 700 celic. 
 
X=
700 celic*1000 μL  
1*106 celic 
=0,7 μL        … (1) 
1x106 celic … 1000 μL 
700 celic … X 
V tem primeri gre za zelo majhne volumne, zato tretirane celice 10x redčimo in tako v tem 
primeru dodamo 7 μL v 14 mL gojišča.  
Celično suspenzijo smo dobro premešali s pipetiranjem in prenesli 4 mL v petrijevko. S 
premikanjem petrijevke po ravni površini v smeri gor – dol in v smeri levo – desno, smo 
zagotovili enakomerno porazdelitev celic. Inkubirali smo 7 dni pri 37 °C in atmosferi s 5 % 
CO2. Ko so bile kolonije vidne s prostim očesom, smo previdno odlili gojišče, in dodali 
toliko barvila kristal vijolično, da smo prekrili celotno dno petrijevke. Barvilo smo pustili 
delovati 3-5 minut. Kolonije v petrijevki smo sprali z nežnim curkom tekoče vode. Nato smo 
prešteli kolonije, pri čemer smo upoštevali samo tiste, ki so imele več kot 50 celic. 
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Iz razmerja med številom zraslih kolonij in številom nasajenih celic smo najprej za vsako 
skupino določili uspešnost nasaditve celic (PE; angleško: plating efficiency), in nato še delež 
preživelih celic (SF; angleško: surviving fraction), ki smo jih določili iz razmerja PE 
poskusne skupine in PE kontrolne skupine. 
 
PE =
N(zraslih kolonij)
N(nasajenih celic)
                      … (2) 
                                                                                                     
SF =
PE(izpostavljenih celic)
N(kontrolnih celic)
                                                                               … (3) 
                                                                                                             
3.3.5 Izolacija RNA in reverzna transkripcija 
Za ugotavljanje uspešnosti utišanja izražanja genskega zapisa za CD105 in CD146 smo 
določili raven mRNA pri vseh 4 zgoraj omenjenih skupinah z metodo qPCR. 48 ur po 
poraciji smo nadaljevali z izolacijo RNA s pomočjo komercialnega kompleta »peqGOLD 
Total RNA Kit« po navodilih proizvajalca. Izolirano RNA smo takoj prepisali v DNA z 
reverzno transkripcijo (RNA → cDNA), ki smo jo prav tako izvedli po navodilih 
proizvajalca komercialnega kompleta »SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit«. 
3.3.6 Kvantitativni PCR-TaqMan 
Pri kvantitativnem PCR-ju smo uporabili osnovno reakcijsko mešanico »TaqMan Gene 
Expression Master Mix«, ki vsebuje »hot start polimerazo« (to pomeni, da se polimeraza 
aktivira pri visoki temperaturi), uracilDNA-glikozilazo (preprečuje kontaminacijo s 
predhodnimi PCR produkti), deoksiribonukleotid trifosfate – dNTP-je in ROX-referenco 
(interna referenca za normalizacijo signala reporterskega barvila). Poleg reakcijske mešanice 
smo uporabili reagente iz kompleta »Taqman Gene Expression Assay«.  
Komplet zraven dveh začetnih oligonukleotidov za pomnoževanje našega tarčnega 
zaporedja vsebuje še tretji oligonukleotid - sondo, ki je na 5'-koncu označena z reporterskim 
fluorescentnim barvilom FAM, na 3'- koncu pa z nefluorescentnim dušilcem. Sonda se 
prilega na naš amplikon in ob začetku podvojevanja verige DNA 5'→3' eksonukleazna 
aktivnost polimeraze povzroči hidrolizo sonde, tako, da se obe barvili se sprostita v 
raztopino. Ker dušilec ni več v neposredni bližini fluorescentnega barvila FAM, pride do 
ireverzibilnega porasta fluorescence. Fluorescenca reporterja tako narašča sorazmerno s 
količino nastajajočega produkta PCR. Pri reakciji zmeraj pomnožujemo dve zaporedji, zapis 
za naše tarčno zaporedje in zapis za referenčni gen, v našem primeru 18S rRNA. Količino 
tarčne cDNA smo analizirali relativno glede na referenčni gen v istem vzorcu.  
Podatke smo analizirali z metodo Delta-Delta Ct (ΔΔCt), kjer smo količino tarčnega gena 
(CD105 in CD146) normalizirali na količino referenčnega gena. Uporabili smo tudi 
kontrolno skupino, s katero smo primerjali vsak vzorec: 
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količina tarčnega gena v vzorcu
količina tarčnega gena v kontrolni skupini
=2
-ΔΔCt
       … (4) 
            
Pri tem velja: 
ΔΔCt=ΔCt (vzorec)- ΔCt (kontrolna skupina)             … (5) 
ΔCt=Ct (tarčni gen)-Ct (referenčni gen)       … (6) 
            
Preglednica 13: Priprava reakcijske mešanice za kvantitativni PCR-TaqMan. 
Sestavina Volumen[μL] 
Master mix 10 
20x TaqMan gene expression essay 6 
H2O 3 
Vzorec  1 
 
Skupni volumen reakcijske mešanice za en vzorec je bil 20 μL. Upoštevati moramo, da 
imamo pri posameznem tarčnem genu in referenčnem genu 8 vzorcev, ker smo preverjali v 
3 ponovitvah. 
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Preglednica 14: Shema priprave redčitev za posamezno skupino celic glede na tarčni gen (CD105 ali CD146) 
in referenčni gen 18S rRNA ter umeritvene krivulje za posamezen gen. 
  Tarčni gen 1 
CD105 
Tarčni gen 2 
CD146 
Referenčni gen 
18S rRNA 
 
Umeritvena 
krivulja 
CD105 
Umeritvena 
krivulja 
CD146 
Umeritvena 
krivulja 
18S rRNA 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Kontrola 
1 
A 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 100x 100x 100x 
Plazmid 
1 
B 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 1000x 1000x 1000x 
EP 1 C 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10000x 10000x 10000x 
GET 1 D 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x 10x NTC NTC NTC 
 
Pri NTC smo namesto vzorca dodali vodo. 
Ploščo smo nato pokrili s plastično samolepilno folijo jo centrifugirali pri 2500 x g 2 minuti, 
nato smo jo postavili v PCR-aparaturo. 
Temperaturni program za qPCR: 
1. stopnja: 50 °C, 2 minuti (razgradnja morebitnih produktov, ki lahko kontaminirajo 
reakcijo) 
2. stopnja: 95 °C, 10 minut (aktivacija DNA polimeraze) 
3. stopnja: 95 °C, 10 sekund (denaturacija DNA v enojne verige) 
4. stopnja: 60 °C, 1 minuta (prileganje začetnih oligonukleotidov in sinteza nove verige) 
 
Koraka 3 in 4 smo ponovili 45-krat.  
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4 REZULTATI 
4.1  PRIPRAVA PLAZMIDA pU6-antiCD105-146-ORT 
Uspešno smo pripravili plazmid pU6-antiCD105-146-ORT, z zapisom za dve molekuli 
shRNA za utišanje CD105 in CD146, brez gena za antibiotično rezistenco. 
Z metodo izolacije iz gela smo najprej iz izvornih plazmidov, CS-GS229T-nU6-01 in 
pCRBlunt-psiCAT, izrezali in izolirali fragmente in jih nato po uspešni ligaciji transformirali 
v x-mark sev DH1 PEPA.  
 
Slika 16: Cepitev plazmida CS-GS229T-nU6-01 (A) in plazmida pCRBlunt-psiCAT (B) z restrikcijskima 
encimoma PstI in PmlI na označenih restrikcijskih mestih nam je omogočila izolacijo 728 bp velikega 
fragmenta (A) - insert, in izolacijo 2941 bp velikega fragmenta (B) - vektor. 
 
Slika 17: Restrikcijski profili obeh izvornih plazmidov, ki smo jih uporabili za pripravo plazmida pU6-
antiCD105-146-Xmark po cepitvi z encimoma PstI in PmlI (A). Slika gelske elektroforeze po cepitvi 
plazmidne DNA CS-GS229T-nU6-01 z restrikcijskima encimoma PstI in PmlI – jamica 1 (B). Slika gelske 
elektroforeze po cepitvi plazmidne DNA pCRBlunt-psiCAT z restrikcijskima encimoma PstI in PmlI (C). 
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Na sliki 17 je prikazano mesto, kjer smo na označenih mestih iz agaroznega gela izrezali 
fragment, velik 728 bp (plazmid CS-GS229T-nU6-01) in fragment velik 2941 bp (plazmid 
pCRBlunt-psiCAT). Izrezana fragmenta smo nadalje uporabili za ligacijo in pripravo 
plazmida pU6-antiCD105-146-Xmark. Gel smo izrezali preden smo gel po končani 
elektroforezi poslikali, in tako smo preprečili morebitne poškodbe DNA.  
Po transformaciji in selekciji na trdnem gojišču LB z dodanim kloramfenikolom smo dobili 
transformirane bakterije s t.i. X-mark obliko plazmida, ki še vsebuje zapis za rezistenco 
(pU6-antiCD105-146-Xmark) proti kloramfenikolu. Uspešnost ligacije smo potrdili z 
restrikcijsko analizo, saj so se po ločevanju in detekciji fragmentov restrikcijske mešanice 
na agaroznem gelu lise na gelu ujemale s simulacijo restrikcijske analize.  
 
Slika 18: Plazmid pU6-antiCD105-146-Xmark (3669 bp). 
Nadaljevali smo s potrditvijo plazmida pU6-antiCD105-146-Xmark, in s pripravo plazmida 
pU6-antiCD105-146-ORT, ki smo ga pripravili s pomočjo tehnologijo ORT – operator 
supresorska titracija. 
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Slika 19: Simulacija restrikcijskega profila za potrditev plazmida pU6-antiCD105-146-Xmark. Pozicija 1. 
plazmid pU6-antiCD105-146-Xmark – razrezan z encimoma PstI in PmlI, 2. Plazmid pU6-antiCD105-146-
ORT razrezan z encimoma PstI in PmlI, 3. Plazmid pU6-antiCD105-146-Xmark razrezan z encimom KpnI, 
pU6-antiCD105-146-ORT – restrikcijski encim KpnI. Na desni strani je prikazana slika gelske elektroforeze, 
kjer smo za cepitev plazmidne DNA pU6-antiCD105-146-Xmark uporabili restrikcijska encima PstI in PmlI – 
jamica 1, in restrikcijska encima KpnI – jamica 2. 
Na sliki 19 lahko vidimo prikaz restrikcijske analize, kjer smo z eksperimentom potrdili 
plazmid pU6-antiCD105-146-Xmark, vendar smo opazili, da gre za spremenjen restrikcijski 
profil, saj je v tem primeru že prišlo do izrezovanje gena za odpornost proti antibiotiku. Na 
sliki lahko torej vidimo, da gre za kombinacijo obeh plazmidov pU6-antiCD105-146-Xmark 
in pU6-antiCD105-146-ORT. 
X-mark obliko plazmida smo nato transformirali v ORT-sev DH1-ORT, kar je povzročilo 
izrezovanje zapisa za rezistenco. Podrobnosti postopka priprave plazmida brez gena za 
odpornost, ki smo ga uporabili v nadaljevanju, so zaupne, zaradi intelektualne lastnine 
proizvajalca. Identiteto ORT-oblike plazmida brez gena za rezistenco smo ponovno potrdili 
z restrikcijsko analizo. 
35 
Blažič A. Priprava plazmida za antiangiogeno terapijo raka brez gena za odpornost proti antibiotiku. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
 
Slika 20: Plazmid pU6-antiCD105-146-ORT je velik 2363 bp, in je pripravljen z odstranitvijo zapisa za 
odpornost proti kloramfenikolu (na mestih 2045 … 3353 bp) iz predhodnega plazmida pU6-antiCD105-146-
Xmark. 
 
Slika 21: Simulacija restrikcijske analize plazmida pU6-antiCD105-146-ORT in slika gela po elektroforezi na 
agaroznem gelu. Na desni strani slike so prikazani fragmenti dobljeni po restrikciji z encimoma PstI in PmlI – 
jamica 1, fragmenti dobljeni po restrikciji z encimoma KpnI in PmlI – jamica 2, in restrikcijska encima XhoI 
in KpnI – jamica 3. 
Po elektroforezi restrikcijskih fragmentov na agaroznem gelu smo potrdili uspešno pripravo 
plazmida pU6-antiCD105-146-ORT, ki je brez gena za odpornost proti antibiotiku – 
kloramfenikolu.  
Uspešno pripravo plazmida smo potrdili s sekveniranjem celotnega plazmida (Full-Lenght 
Plasmid Sequencing Service, Applied Biological Materials (abm) Inc, Vancouver, Kanada). 
36 
Blažič A. Priprava plazmida za antiangiogeno terapijo raka brez gena za odpornost proti antibiotiku. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
 
4.2 CITOTOKSIČNOST GENSKEGA ELEKTROPRENOSA PLAZMIDA pU6-
antiCD105-146-ORT 
S testom klonogenosti smo preverili citotoksičnost genskega elektroprenosa, s katerim smo 
pripravljen plazmid pU6-antiCD105-146-ORT vstavili v celice mišjega melanoma B16F10. 
 
Slika 22: Delež preživelih celic posamezne skupine (SF) po genskem elektroprenosu (K – kontrola, EP – 
elektroporacija kontrole, PL – celice in plazmid, GET – vnos plazmida v celice z elektroporacijo). 
Preglednica 15: Povprečni delež preživelih celic celične linije B16B10 (SF) posamezne skupine s standardnim 
odklonom (K – kontrola, EP – elektroporacija kontrole, PL – celice in plazmid, GET – vnos plazmida v celice 
z elektroporacijo). 
Skupina  K EP PL GET 
Povprečni delež preživetja celic – SF (%) 100 ± 0,00 60 ± 1244 90 ± 14,80 25 ± 4,06 
 
S testom klonogenosti smo pri posamezni skupini določili reproduktivno sposobnost celic – 
celic, ki tvorijo kolonije. Iz dobljenih podatkov smo najprej izračunali uspešnost nasaditve 
(PE; angleško: plating efficiency), in delež preživelih celic (SF; angleško: surviving 
fraction). V grafikonu je predstavljen povprečni delež preživetja celic, v katerem so zajeti 
podatki treh ponovljenih poskusov. Kot smo pričakovali, je delež preživetja celic najmanjši 
(0,25), pri skupini celic, kjer smo v celice melanoma B16F10 plazmid vstavili z gensko 
elektroporacijo. Prav tako je preživetje celic nižje v primeru, ko smo kontrolno skupino 
izpostavili električnim pulzom (0,6). V tem primeru preživi več celic, vendar je ta vrednost 
nižja kot v primeru skupin, ki nista bili tretirani z električnimi pulzi. V kontrolni skupini so 
preživele vse celice, v primeru, ko smo celicam B16F10 dodali plazmid, pa je povprečni 
delež preživelih celic znašal 0,9.  
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4.3 UČINKOVITOST UTIŠANJA IZRAŽANJA GENOV CD105 IN CD146 Z 
MOLEKULAMA shRNA 
Učinkovitost utišanja izražanja genov CD105 in CD146 smo preverili na ravni mRNA z 
analizo RT-qPCR. Po elektroporaciji plazmida pU6-antiCD105-146-ORT v celice mišjega 
melanoma B16F10 smo dokazali znižanje izražanja genov CD105 in tudi CD146. V 
grafikonu in preglednici 17 imamo predstavljene povprečne vrednosti utišanja posamezne 
skupine, ki so bile pridobljene v treh ponovljenih poskusih. Prikazani sta skupini – PL 
(izpostavitev celic plazmidu brez elektroporacije) in GET (vnos plazmida v celice z 
elektroporacijo). Vrednosti pridobljene v skupini PL smo normalizirali na netretirane celice 
(K), in vrednosti pridobljene v skupini GET na elektroporirane celice (EP). Viden je učinek 
utišanja, vendar razlika ni statistično značilna.  
 
Slika 23: Učinkovitost utišanja izražanja genov CD105 in CD146 z molekulama shRNA, ki sta zapisani na 
plazmidu pU6-antiCD105-146-ORT (PL – celice in plazmid, GET – vnos plazmida v celice s poracijo). 
Statistično neznačilna razlika (ang. »not significant« - ns). 
Preglednica 16: Delež izražene mRNA (%) s standardno napako (STDV) (PL – celice in plazmid, GET – vnos 
plazmida v celice z elektroporacijo). 
  CD105 STDV CD146 STDV 
PL 93,96 ±26,28 154,89 ±62,30 
GET 64,79 ±7,72 89,19 ±53,11 
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5 RAZPRAVA 
Namen magistrskega dela je bil priprava plazmida brez gena za odpornost proti antibiotiku, 
ki bi ga lahko uporabili v antiangiogeni terapiji raka za utišanje genov Eng (CD105) in Mcam 
(CD146). Pri tem smo si postavili 2. hipotezi: 1.) da tehnologija ORT omogoča uspešno 
pripravo in vzdrževanje plazmidov brez gena za odpornost proti antibiotiku; in 2.) da je 
uspešno utišanje dveh genov možno z uporabo enega samega plazmida z zapisom za shRNA 
proti tema dvema genoma. 
Prvo hipotezo smo potrdili, saj smo uspešno pripravili plazmid, ki smo ga poimenovali pU6-
antiCD105-146-ORT, kar smo potrdili z restrikcijsko analizo in sekveniranjem. 
Kamensek in sodelavci (2016) so tehnologijo ORT predhodno že uspešno uporabili za 
pripravo plazmida brez gena za odpornost na antibiotik z zapisom za interlevkin 12 (IL-12). 
Pokazali so, da prisotnost gena za odpornost vpliva na citotoksičnost plazmida, ki je manjša 
v primeru njegove odsotnosti. Prav tako se je pokazal trend boljšega izražanja gena za IL-
12, ki pa ni bil značilen. Pri tem je ključna predvsem velikost plazmida, ki je z odstranitvijo 
gena za odpornost manjši, kar olajša vnos v celico. 
V našem primeru se je po odstranitvi gena za odpornost velikost plazmida zmanjšala za 1309 
bp, kar bi lahko privedlo do olajšanega prehoda plazmida čez celično membrano v celico, in 
posledično bolj učinkovitega utišanja tarčnih genov. 
Predhodno so že uspešno pripravili plazmide, z zapisom za molekulo shRNA za utišanje 
posameznega gena. Stimac in sodelavci (2015) so pokazali, da ima plazmid z zapisom za 
molekulo shRNA proti endoglinu dober terapevtski potencial. Endoglin kot koreceptor TGF-
β se je izkazal kot dobra terapevtska tarča pri zdravljenju raka. Antiangiogeno delovanje 
endoglina so pokazali in vitro in in vivo na podlagi zmanjšanega izražanja endoglina, 
proliferacije in migracije ter manjše invazivnosti.  
Prav tako so predhodno že pripravili plazmid za utišanje gena CD146. Prosen in sodelavci 
(2014) so uspešno pripravili plazmid, ki kodira shRNA za utišanje gena CD146. 
Učinkovitost plazmida so potrdili na celicah mišjega melanoma B16F1 in B16F10 ter 2H-
11 na podlagi nižjega deleža izražene mRNA, zmanjšane proliferacije in migracije celic. 
Kljub zelo podobnemu mehanizmu delovanja molekul RNAi in shRNA so se molekule 
shRNA izkazale za bolj stabilne in posledično bolj učinkovite, kar je posebej pomembno pri 
poskusih in vivo, kjer je dolgotrajen učinek delovanja molekule ključen.  
V naši nalogi pa smo pripravili plazmid z zapisom za kar dve molekuli shRNA, eno za 
utišanje Eng (CD105) in drugo za utišanje Mcam (CD146). Uspešnost utišanja obeh genov 
smo potrdili z metodo RT-PCR, kjer smo po genskem elektroprenosu našega plazmida v 
celice dobili znižan delež mRNA za oba gena. 
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S testom klonogenosti smo preverili citotoksičnost vnosa plazmida pU6-antiCD105-146-
ORT v celice mišjega meloma B16F10. Najvišja vrednost citotoksičnosti je bila v skupini, 
kjer smo plazmid z elektroporacijo vstavili v celice. V tem primeru je povprečni delež 
preživelih celic (SF) znašal samo 25 % ± 7. Dolinsek in sodelavci (2015) so prav tako 
pokazali, da se je v primeru utišanja Eng – CD105 število kolonij zmanjšalo za 50 %, 
zmanjšanje števila kolonij pa je bilo statistično značilno. 
Potrdimo lahko hipotezi, da tehnologija ORT omogoča uspešno pripravo in vzdrževanje 
plazmidov brez gena za odpornost proti antibiotiku ter, da je utišanje dveh genov možno z 
uporabo enega samega plazmida z zapisom za shRNA proti tema dvema genoma. 
5.1 MOŽNOSTI ZA NADALJNJE DELO 
Možnosti za nadaljnje delo na področju priprave plazmidov, ki kodirajo več molekul shRNA 
za utišanje posameznih genov, se kažejo predvsem na področju napredka in izboljšave pri 
delovanju mehanizma shRNA molekule – spremenjeno zaporedje zanke, strukturne ali 
kemične modifikacije RNA ter identifikacijo dodatnih beljakovin, ki lahko posnemajo ali 
modulirajo funkcijo kompleksov Dicer in RISC (Moore in sod., 2013). 
Potrdili smo zmanjšan delež izražanja mRNA – uspešno utišanje za gena Eng (CD105) in 
Mcam (CD146). V nadaljevanju raziskovanja bi bilo smiselno te rezultate preveriti tudi v 
dodatnih in vitro poskusih, kjer bi potrdili tudi funkcionalnost plazmida (vpliv na migracijo, 
formacijo cevastih struktur…) in tudi in vivo poskusih, kjer bi lahko določili njegovo 
terapevtsko učinkovitost. 
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6 SKLEPI 
V okviru magistrskega dela smo uspeli: 
- pripraviti plazmid z zapisom za dve molekuli shRNA za utišanje genov Eng (CD105) 
in Mcam (CD146); 
- pripraviti plazmid brez gena za odpornost proti antibiotiku s tehnologijo-ORT, in tako 
zagotoviti varnost v skladu s standardi regulatornih agencij; 
- ohraniti funkcionalnost plazmida brez gena za odpornost, pri čemer ni negativnega 
vpliva na zmanjšanje izražanja genov za Eng (CD105) in Mcam (CD146); 
- s testom citotoksičnosti dokazati, kako sam genski prenos plazmida vpliva na 
preživetje tretiranih celic B16F10. 
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7 POVZETEK 
Na področju zdravljenja največji izziv še zmeraj predstavlja učinkovit in selektivni 
terapevtski pristop, ki bo zmanjšal stranske učinke v primerjavi s predhodnimi oblikami 
zdravljenja (Baskar in sod., 2012). V magistrski nalogi smo zato pripravili plazmid za 
uporabo pri žilno ciljani terapiji – antiangiogeni terapiji. 
Antiangiogena terapija spada med žilno ciljane terapije, ker omogoča lokalno ciljanje 
različnih tarč v tumorskem žilju, med katere spadata tudi proteina endoglin in celična 
adhezijska molekula melanoma (Jayson in sod., 2016). Uspešno smo pripravili plazmid brez 
gena za odpornost, ki kodira dve molekuli shRNA za utišanje genov Eng (CD105) in Mcam 
(CD146). 
Endoglin je dodatni receptor za transformirajoči faktor beta (TGF-β), poznan je kot 
označevalec za angiogenezo in neovaskulizacijo pri raku, saj je njegovo izražanje povečano 
pri aktivni proliferaciji endotelijskih celic (Nassiri in Cusimano, 2011). 
Celična adhezijska molekula melanoma spada v veliko družino imunoglobulinov. Celične 
adhezijske molekule imajo ključno vlogo pri migraciji in gibljivosti celic, ter procesih kot 
so proliferacija, diferenciacija in imunskem odzivu (Wang in Yan, 2012). 
Eden izmed načinov utišanja prekomerno izraženih genov je s tehnologijo RNAi (small 
interfering RNA, RNA interferenco), vendar je zaradi dolgotrajnejše učinkovitosti 
(nestabilnost molekule siRNA), bolj smiselna dostava molekule shRNA (kratka lasnična 
molekula RNA) na plazmidih. Po transkripciji v jedru molekula shRNA deluje po principu 
delovanja mehanizma RNAi (Moore in sod., 2013). Ravno zaradi boljše stabilnosti molekule 
shRNA smo se odločili za uporabo le-te. Zaradi možnosti nadaljevanja raziskovanja 
uspešnosti utišanja genov v in vivo poskusih predstavlja stabilnost molekule shRNA veliko 
prednost. 
Zaradi vse večjih pomislekov širjenja genov za odpornost, tako na okoljske kot tudi na 
človeške komenzalne bakterije s horizontalnim prenosom genov, smo z uporabo tehnologije 
titracije represorja iz operatorja (operator repressor titration – ORT) pripravili plazmid brez 
gena za odpornost proti antibiotiku. Tehnologija ORT – operator supresorska titracija je 
metoda, ki nam omogoča odstranitev gena za odpornost proti antibiotiku, kar zagotavlja, da 
so plazmidi v skladu z zakonskimi določili in uporabni tudi v kliničnih raziskavah 
(Kamensek in sod., 2016). 
Pokazali smo, da lahko uspešno utišamo dva gena hkrati z uporabo enega samega plazmida, 
ki kodira dve shRNA-molekuli. Prav tako smo potrdili, da odstranitev gena za odpornost ne 
vpliva na njegovo funkcionalnost – izražanje.  
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